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論 文 の 内 容 の 要 旨
　21 塩基対前後の二本鎖 RNAである small interfering RNA （siRNA）を細胞内に導入することで、相補的な
配列の mRNAが切断される RNA干渉（RNAi）は、転写後遺伝子発現抑制機構であり、HIVなどのウイルス
性疾患や癌などの難治性疾患に対する新規作用機構による治療薬として高い注目を集めている。しかし、現
在臨床試験中の siRNA製剤の大部分は、局所投与が可能な疾患に対する利用に限定されているのが現状で
ある。すなわち、薬剤の全身投与が必要となる癌をはじめとした深部の疾患に対して有効な治療効果を得る
ためには、標的組織へ siRNAを送達するためのデリバリーシステムの確立が必要不可欠である。一般的に、
マイナス電荷を有する siRNAとプラス電荷のポリマーやリボソームと混合することで静電的相互作用によっ
てナノサイズの複合体（ポリイオンコンプレックス：PIC）を形成することが知られており、この静電複合
体が siRNAキャリアーとして利用されている。特に、ポリエチレングリコール（PEG）とポリカチオンか
ら成るブロック型共重合体は siRNAと自発的に PIC表層を PEG鎖が覆った 100 nm 前後のサイズの PICミセ
ルを形成する。しかしながら、塩基対が 21 程度の短く剛直な構造の siRNAとの静電相互作用を介したコン
プレックスは、熱力学的安定性、血中安定性が不十分であり、実際に疾患部に到達する前に解離、分解して
しまうことが大きな問題として挙げられる。
　このような現状の siRNAデリバリーシステムにおける問題点を解決するための試みとして、本研究では
100 nm程度のポリアミングルコアの表層を PEGシェル層で覆った PEG化ナノゲル粒子を siRNAキャリアー
として利用し、有効な siRNAデリバリーシステムを確立するための設計を検討した。従来の siRNAとポリ
カチオンの自己組織化によるナノ粒子形成とは異なり、PEG化ナノゲル粒子は架橋構造を有するポリアミ
ンゲル内において PIC形成を行うため、血中投与後のキャリアーの解離が抑制されるため、高い血中安定性
とこれに伴う治療効果の増大が強く期待される。
1．架橋ポリアミン構造を有する PEG 化ナノゲル粒子による siRNA デリバリーの有用性
　上述した特性より、PEG化ナノゲル粒子は、生体のバリアを回避し組織レベル、細胞レベルで siRNAを
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送達しうる有用なキャリアーだと考えられる。従来の siRNAキャリアーとして化学組成が同様の PEG-b-
PEAMAブロック共重合体を合成し、架橋ポリアミン構造を有する PEG化ナノゲル粒子の siRNAキャリアー
としての有用性を in vitro系で比較検討した。ナノゲル粒子と siRNAの複合体は、各々の溶液を室温で各 N/
P比（ナノゲル中に含まれるアミノ基のモル数（N）と siRNA中のリン酸ジエステルのモル数（P）の比）
で混合することで調製した。ナノゲル /siRNA並びに PEG-b-PEAMA/siRNA複合体中の遊離の siRNAは両者
とも N/P ＝ 1.5 以上で全て消失し、複合体を形成することがゲル電気泳動より明らかとなった。また、N/P 
＝ 2 で調製した複合体に対して、ポリアニオンであるポリアスパラギン酸を添加した際の siRNAの置き換
わり反応を行い、複合体の安定性を評価した結果、PEG-b-PEAMA/siRNAと比較してナノゲル /siRNAではポ
リアニオン交換反応に対する安定性が向上していることが確認された。
　各複合体の遺伝子発現抑制効果を、Dual Luciferase Reporter Assay により評価した結果、siRNA単独、な
らびに PEG-b-PEAMA/siRNAではあらゆる N/P比において標的遺伝子のサイレンシング効果を確認すること
ができなかったのに対し、ナノゲル /siRNAでは遊離の siRNAが消失する N/P＝ 1.5 より有意なサイレンシ
ング効果を示し、特に N/P＝ 3以上では約 70％の遺伝子発現抑制効果を示した。また siRNA濃度依存性を
調べた結果、PEG-b-PEAMA/siRNAでは［siRNA］＝ 1000 nMにおいてもサイレンシング効果が認められなかっ
たのに対し、ナノゲルでは IC50 ＝ 19.7 nMと求まり、in vitro遺伝子発現抑制が低 siRNA濃度でも優れるこ
とが確認された。作用メカニズムを詳細に検討するために顕微鏡観察により siRNAの局在を観察した結果、
LysoTracker Red で染色したエンドソーム /リソソームを示す赤色の蛍光と、フルオレセイン修飾 siRNAの
緑色の蛍光が、ナノゲルを用いた場合は両者が別れて観察された。これは、ナノゲルのバッファー効果が細
胞内で機能したことでエンドソームからの siRNAの脱出が促進された結果であると推測される。
　以上の結果から、（1）架橋されたポリアミンゲルによる複合体の安定化と、（2）細胞質へと siRNAを送
り届けるための効果的な機能を示す PEG化ナノゲル粒子は、従来検討されてきた PEG-ポリカチオンブロッ
ク共重合体と比較して、siRNAキャリアーとして優れた構造上の特性を有することが明らかとなり、全身投
与による siRNAデリバリーを達成するための構造設計として有用である。
2．四級化アミノ基を有する PEG 化ナノゲル粒子の設計とデリバリー効率の最適化
　ナノゲルコアを形成する PEAMAのアミノ基は三級アミノ基であるため比較的 pKaが低く（pKa=7.0）、
生理条件下（pH ＝ 7.4）でのプロトン化度は全体の数％程度であり、静電的な相互作用を介して siRNAと
結合する能力には劣り、血中での安定性が懸念される。そこで本研究では、「siRNAとの静電的結合」の向
上を目的に、ナノゲルコアに存在するアミノ基の一部分のみをヨウ化メチルにより四級アミンと変換するこ
とで三級アミン、四級アミンの両者をコアに有するナノゲルを新たに調製した。
　四級化アミノ基をコアに有するナノゲルの調製は、ナノゲルに対してヨウ化メチルを添加し室温で 48 時
間反応させることで調製し、四級化率 0, 3, 10, 28, 100％の 5種類のナノゲルを得た。ナノゲルコアヘの四級
化アミノ基の導入が PIC形成等に及ぼす影響を調べるために、四級化率の異なる 5種類のナノゲルと siRNA
との複合体を調製し、その複合体形成挙動をゲル電気泳動にて評価した。その結果、三級アミンナノゲル
（Q0-nanogel）では N/P ＝ 1.5 で複合体形成に関与しなかった遊離の siRNAのバンドが消失するのに対し、四
級化率 10％以上のナノゲルではすべて N/P＝ 1で siRNA由来のバンドが消失し、四級化によるナノゲルコ
アヘのプラス電荷の導入により低 N/P比で siRNAとの複合体形成が完了することがわかった。またポリア
スパラギン酸を複合体中に添加した際の siRNAのリリースを調べた結果、四級化率が高いほど siRNAのリ
リースが抑制される結果となり、ナノゲルと siRNAが静電相互作用を介してより強固に結合していること
が確認された。
　四級化アミノ基を導入したナノゲルと siRNAから成る複合体の遺伝子発現抑制効果の評価として、細胞
内に恒常的に発現する内在性遺伝子として抗アポトーシスタンパク質の一種である survivinを選択した。
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Q0-nanogelでは上述したように、ルシフェラーゼを一過的に発現した遺伝子に対してブロックポリマトより
高いサイレンシング効果を示したものの、内在性遺伝子に対する発現抑制効果は殆どみられなかった。一方
で、四級化率 10％以上のナノゲルは Q0-nanogelと比較して有意なサイレンシング効果を示し、四級化アミ
ノ基の導入によるサイレンシング効果の増強効果が認められた。特に Q10-nanogelは最も高いサイレンシン
グ効果を示し、分岐型ポリエチレンイミンと比較しても有意に優れたサイレンシング効果を示したことより、
三級アミンから成るポリカチオンに対して部分的な四級アミノ基の導入が優れるということが明らかとなっ
た。
　四級化アミンナノゲル /siRNA複合体の作用メカニズムを詳細に解析するため、フローサイトメトリーに
より細胞内 siRNA導入量を比較した結果、四級化アミンナノゲルは四級化率依存的に siRNAの導入量が上
昇していることが明らかとなった。Q100-nanogelは siRNA の取り込み量では最も優れているにも関わらず、
Q10-nanogelの方が優れたサイレンシング効果を示したことは、細胞内へ侵入後の細胞内動態が異なること
が推測される。共焦点顕微鏡を用いてエンドソーム /リソソームと siRNAの局在を観察した結果、Q100-
nanogelを用いた場合、多くの siRNAはエンドソーム /リソソーム内に局在するのに対し、Q10-nanogelでは
効率的な siRNAのエンドソーム脱出が認められた。すなわち、「siRNAとの静電的結合」に寄与する四級ア
ミンと「バッファー効果」に寄与する三級アミンの比率として四級化率 10％程度が最適であり、「細胞内
siRNA導入量の向上（四級アミン）」と「siRNAのエンドソーム脱出（三級アミン）」の両者が効果的に作用
し、siRNAの機能発現に至るまでの理想的な細胞内動態を辿るため優れたサイレンシング効果を示すと推測
される。
　本研究により架橋構造の有用性が実証され、さらにポリアミン化学構造の最適化を施すことでサイレンシ
ング効果の大幅な向上を達成した PEG化ナノゲル粒子は全身投与型 siRNAキャリアーとして有用であると
考えられる。
審 査 の 結 果 の 要 旨
　論文審査及び質疑応答に関して、
（1）　 ナノゲル粒子一つあたりに存在するアミノ基の数は siRNAキャリアーとしての機能に及ぼす影響は認
められており、細胞内への導入過程、または複合体の安定性が異なると推測される。本研究では幾つ
か予備的実験を行ったものの中で、最適な構造のものを使用している。
（2）　 ナノゲルのポリアミンコアに対し siRNAはどのように取り込まれているか評価するために、ナノゲル
コアをローダミン Bでラベル化したものを調製し、フルオレセイン標識 siRNAとの複合体を形成させ
FRETを観察した。その結果、フルオレセインからローダミン Bへのエネルギー移動に由来する FRET
が認められ、その蛍光強度はローダミン B標識ナノゲル単独の蛍光強度とほぼ同等であった。以上の
結果から、ポリアミングルコアに対して siRNAは一様に分布し複合体を形成していると推測される。
一方で高 N/P比においては、ゲルの表面近傍に多く siRNAが存在していると考えられる。
（3）　 四級化アミノ基を導入することにより安定化されたナノゲル /siRNA複合体から siRNAのリリース挙
動は、共焦点顕微鏡観察により評価した。24 時間後の観察では、四級化率が増すにつれて細胞内での
ナノゲルからの siRNAのリリースが少なくなる様子が認められた。
（4）　 細胞内ヘエンドサイトーシス過程を経て取り込まれたナノゲル粒子は、エンドソームエスケープによ
る細胞質移行後、大部分のナノゲルが細胞質へ留まると考えている。蛍光ラベル化したナノゲルを取
り込んだ細胞は 3日後における観察でも、細胞からナノゲル由来の明瞭な蛍光が観察されている。
（5）　 四級化アミノ基の対イオンであるヨウ素イオンに由来する生体、細胞への毒性が懸念されるが、複合
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体形成時に siRNAと置換されるため、そのような影響は少ないと考えている。またヨウ素イオンは四
級化アミン導入ナノゲルを調製した後に、生体内に存在するアニオン種（塩化物イオンなど）へとイ
オン交換することも可能である。
（6）　 ナノゲル /siRNAの物理化学的性質は平衡論的評価を行っているが、細胞評価では速度論的に現象が変
化する。本研究では、遺伝子発現抑制効果、細胞内への導入量などがほぼ一定となった時間で評価を行っ
ている。
　輪文審査ならびに最終試験の結果に基づき、著者は博士（工学）の学位を受けるに十分な資格を有するも
のと認める。
